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摘要:拟南芥(Arabidopsis thaliana)IKU1基因突变可以产生较小的种子．根据植物 IKU1同源基因的高度保守性，设计引
物，PCＲ扩增获得龙眼(Dimocarpus longan Lour．)同源基因 DlIKU1的编码序列，其编码的蛋白含有 VQ保守基序，与其他
物种中同源蛋白的氨基酸序列存在较高的同源性;由于龙眼遗传转化的限制，构建 DlIKU1 基因的超量表达载体并转化
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保守的 VQ 基序［6］．Garcia 等［7］已经报道了 2 个拟南













1. 1 材 料
生物材料:龙眼由福建省农业科学院果树研究所







主要试剂:Gateway 供体载体 pDONＲ207 和目标
载体 pK7WG2 均由本实验室保存;pMD-19T 克隆载
体、T4 DNA连接酶、PrimeStar高保真 DNA 聚合酶、Ex




Axygen公司;植物 ＲNA 提取试剂盒(E．Z．N．ATM plant
ＲNA kit)购自 Omega 公司;反转录试剂盒(M-MLV
first strand kit)、Gateway BP 重组克隆酶 BP ClonaseTM
Ⅱ Enzyme mix、LＲ 重组克隆酶 LＲ ClonaseTM Ⅱ









1. 2 方 法







溶液［9］．本实验采用改良 3×CTAB 法提取龙眼 gDNA，
具体步骤参照文献［9］．
质量检测:选取龙眼内参基因 Actin(GenBank 登




1. 2. 2 龙眼叶片总 ＲNA的提取和反转录
参照 Omega 公司的 E．Z．N．ATM植物 ＲNA 提取试
剂盒说明书，提取龙眼叶片总 ＲNA;利用 M-MLV反转
录酶，根据 Invitrogen 公司的 M-MLV 反转录试剂盒说
明书，合成 cDNA第一链．





TCAGCCTCAAGTTTACA-3')，扩 增 DlIKU1 基 因 保
守区．
PCＲ反应体系:5 ×PrimeStar buffer (含 Mg2+)2
μL，正向引物 1 μL，反向引物 1 μL，dNTP mixture (10
mmol /L)0. 8 μL，gDNA 模板 1 μL，PrimeStar 高保真
DNA聚合酶(2. 5 U /μL)0. 1 μL，ddH2O 4. 1 μL．反应
程序:95 ℃ 5 min;95 ℃ 30 s，50～60 ℃ 30 s，72 ℃ 30
s，30个循环;72 ℃ 10 min．
扩增结束后，取 5 μL 产物，1%(质量分数，下同)
琼脂糖凝胶电泳检测．根据电泳检测结果，将 PCＲ 反
应体系扩大 5 或 10 倍进行扩增，全部扩增产物进行
1%琼脂糖凝胶电泳，紫外灯下切割含有目的片段的凝
胶，使用 Axygen公司的 AxyPrep DNA凝胶回收试剂盒
回收目的片段;取适量经过纯化的终产物加 A-tail 后，
与 pMD-19T载体在 T4 DNA连接酶催化下 16 ℃连接
过夜．连接产物分别转化 DH5α感受态细胞，在含 Amp
终质量浓度为 100 μg /mL的新鲜固体 LB 平板上进行
筛选培养．
37 ℃培养过夜，挑取平板上生长的单菌落，放入
无菌的含 3 μL ddH2O的 PCＲ管中，混匀后吸取 1 μL
菌液作为 PCＲ鉴定的模板，另外 2 μL转入含 100 μg /




1. 2. 4 DlIKU1基因保守区第 2次克隆
根据拟南芥中已克隆的 IKU1 基因(AT2G35230)










PCＲ反应程序:95 ℃ 5 min;95 ℃ 30 s，50～60 ℃
30 s，72 ℃ 90 s，30个循环;72 ℃ 10 min．PCＲ 反应体
系、目的产物的回收与纯化、与 pMD-19T 连接、转化
DH5α 感受态细胞以及重组子质粒提取等步骤参
见 1. 2. 3．
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以龙眼 cDNA 第一链产物为模板，选择 DlIKU1-
F3和 DlIKU1-Ｒ3 引物进行 PCＲ 扩增，反应体系和程
序同上，回收 PCＲ产物，连接 pMD-19T，转化 DH5α 感
受态细胞，将鉴定正确的重组质粒送样测序．
1. 2. 5 生物信息学分析
对于已经获得的龙眼 DlIKU1 基因序列进行生物
信息学分析:
1)通过 DNAMAN 6. 0 软件比对目的基因的
gDNA扩增产物和 cDNA 扩增产物，分析已知保守序
列是否有内含子;
2)使用 Vector NTI 11. 5软件预测 DlIKU1基因的
开放阅读框(OＲF)，并分析其编码蛋白质的序列;
3)在 InterProScan 网站(http:∥www． ebi． ac． uk /
Tools /pfa / iprscan5 /)进行保守结构域预测分析;
4)利用 DNAMAN 6. 0 软件对 DlIKU1 基因和参
考物种的同源基因进行相似性分析．
1. 2. 6 超量表达载体的构建
设 计 引 物 DlIKU1-OＲF-F (5'-ATGGATG-
GCTCGAAAAACCGTCAT-3')和 DlIKU1-OＲF-Ｒ (5'-
CTATTGATCCCTCCATCTTGGACT-3')扩增 DlIKU1 基
因的 OＲF区，与 pMD-19T 载体连接，转化 DH5α 感受
态细胞后，挑取单菌落进行 PCＲ 验证，鉴定正确的菌
落扩大培养提取质粒并送样测序．测序正确的质粒命
名为 pMD19T-DlIKU1．根据龙眼 DlIKU1 基因的 OＲF





过 BP 重组反应构建到供体载体 pDONＲ207 上，转化
DH5α感受态细胞，挑取单克隆进行菌落 PCＲ 鉴定，
获得的阳性克隆测序正确后与目标载体 pK7WG2 进
行 LＲ 重组反应，构建得超量表达质粒 pK7WG2-
DlIKU1;将构建成功的质粒转化 GV3101 感受态细胞，
28 ℃暗培养 2 d，待单克隆长出后挑取单菌落进行
PCＲ鉴定获得阳性克隆．取阳性克隆菌液保菌，－80 ℃
保存备用．










1. 2. 8 转基因植株鉴定与种子长宽测量
DlIKU1基因是从龙眼中克隆的基因，因此通过扩
增 DlIKU1基因来鉴定阳性拟南芥转基因植株．以转基
因植株的 gDNA为模板进行 PCＲ 鉴定，以野生型植株
的 gDNA为阴性对照．
取 200粒拟南芥 T3 代种子，惠普扫描仪扫描后用
Scion Image软件测量种子的长、宽，每组测量 50 粒种
子，重复 3次．
2 结果与分析






图 1 龙眼叶片基因组 gDNA(a)和内参基因
Actin扩增产物(b)电泳检测
Fig. 1 Electrophoresis of gDNA of longan leaf (a)and
the PCＲ product of control gene Actin (b)
2. 2 DlIKU1保守区第 1次克隆分析
以 gDNA为模板，用 DlIKU1保守区的引物进行 PCＲ
扩增．1%琼脂糖凝胶电泳检测，割胶纯化目的片段，与







图 2 DlIKU1保守区第 1次扩增测序结果
Fig. 2 First amplification of DlIKU1 conserved region
gDNA和 cDNA为模板均能够成功扩增到目的条带，
说明该序列是龙眼 DlIKU1基因的部分序列．










序结果通过 DNAMAN 6. 0软件分析，除存在个别碱基
不同外，其他序列均相同，说明克隆的 DlIKU1 基因片
段不含内含子．
使用 DNAMAN 6. 0软件推测出 DlIKU1基因 OＲF
共有 990 bp，编码 330个氨基酸、等电点为 11. 45的蛋
白质．将推导的氨基酸序列递交到 InterProScan5 网站
进行蛋白结构预测，结果显示，DlIKU1 与拟南芥 IKU1
一样，含有 VQ 基序．推测该基因可能与拟南芥 IKU1
基因具有相似的功能．
将 DlIKU1与 5个参考物种中同源蛋白的氨基酸










利用 Gateway 技 术 构 建 了 超 量 表 达 质 粒
pK7WG2-DlIKU1(图 5)，将其转化 GV3101 感受态细
图 3 DlIKU1保守区第 2次扩增测序结果










突变体后的株系)T3 代种子的长宽．使用 Scion Image
软件测量种子的长、宽;使用 SPSS 软件进行差异统计
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图 4 VQ蛋白多序列比对




补株系的 T3 代种子与 iku1突变体种子相比也有一定









































3. 2 龙眼 DlIKU1基因功能
本研究根据拟南芥及其他物种的 IKU1 基因序
列，克隆了龙眼 DlIKU1 基因，并对其在种子发育中的
功能进行了研究．目前得到的 DlIKU1 基因 OＲF 区为
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Cloning and Functional Analysis of DlIKU1 Gene
in Dimocarpus longan Lour．
JIANG Fan1，TIAN Zhenzhen2，CHEN Xuewei2，ZHENG Shaoquan1，CHEN Liang2*
(1．Fruit Ｒesearch Institute，Fujian Academy of Agricultural Sciences，Fuzhou 350003，China;
2．Xiamen Key Laboratory for Plant Genetics，School of Life Sciences，Xiamen University，Xiamen 361102，China)
Abstract:IKU1 gene mutation in Arabidopsis thaliana produced small seeds．The primers were designed according to the highly conservative
sequence of IKU1 homologous genes． The longan DlIKU1 gene was obtained via PCＲ amplification． The amplified sequences of Longan
DlIKU1，990 bp，contained VQ motif，and had high homology with the other species．Because of low efficiency of the longan genetic transfor-
mation，we constructed the overexpression vector of DlIKU1 gene for genetic transformation in Arabidopsis．Then we summarized changes in
length and width of the progeny seed to study the function of DlIKU1 gene．The results showed that DlIKU1 gene might affect seed develop-
ment to a certain extent．This study provided theoretical and experimental basis for the development of longan seed，and it will be helpful to
the development of longan industry．
Key words:Dimocarpus longan Lour．;DlIKU1 gene;cloning;bioinformatic analysis
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